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O hipotireoidismo congênito (HC) é caracterizado pela deficiência dos hormônios  
tireoidianos e é a causa mais comum de retardo mental que pode ser prevenida quando  
diagnosticada e tratada precocemente. O diagnóstico da doença é realizado através da triagem  
neonatal (popular "teste do pezinho") que possui alta sensibilidade e poucos falsos-negativos.  
A incidência de HC é de 1:3000 a 1:4000 nascidos vivos e pode variar de acordo com fatores  
étnicos e consanguinidade. Mutações em diversos genes já foram associadas ao HC, entre elas,  
no gene da tireoperoxidase (TPO). A TPO é uma enzima localizada na membrana apical da  
tireoide que desempenha papel central na síntese dos hormônios tireoidianos. Mutações que  
afetam sua estrutura, sua atividade enzimática ou sua localização são os defeitos genéticos 
mais  frequentes da síntese dos hormônios tireoidianos. Em pesquisas anteriores de nosso 
grupo,  foram identificadas diversas mutações no gene da TPO em pacientes com HC por 
defeito de  síntese, assim este projeto teve como objetivo avaliar o efeito de duas mutações, a  
p.Cys296Alafs*21 (c. DelT886) e a p.Arg665Trp (c.2083C>T), identificadas em dois irmãos  
com bócio fetal, na atividade enzimática da TPO in vitro e verificar se poderiam ser associadas  
ao fenótipo dos pacientes. O plasmídeo com a TPO com a mutação p.Arg665Trp, foi obtido 
por  mutagênese sítio dirigida utilizando o vetor pCDNA 3.1 contendo o cDNA da TPO 
selvagem e o plasmídeo com a mutação p.Cys296Alafs*21 foi obtido previamente no 
laboratório. Após  padronização da técnica, as células HEK293A foram transfectadas de 
maneira transiente utilizando o reagente Lipofectamina 3000. Para avaliar a atividade 
enzimática foi utilizado o reagente Amplex UltraRed, um substrato incolor que na presença de 
peróxido de hidrogênio  
(H2O2) e por ação da TPO se converte em resorufina fluorescente e a atividade das TPOs 
mutadas foi comparada com a da TPO selvagem. Nas células expressando a TPO selvagem  
verificamos valores de fluorescência elevados quanto que baixos valores de fluorescência 
foram observados em aquelas expressando os mutantes de TPO, similares aos da linhagem 
com o  pCDNA3.1, controle negativo. Estes resultados sugerem que ambas mutações 
diminuem a  atividade da TPO, o que explicaria o HC severo dos pacientes sugerindo uma 
correlação entre  o genótipo e fenótipo.  




Abstract   
Congenital hypothyroidism (HC) is described as deficiency of thyroid hormones at 
birth  and is the most common cause of mental retardation that can be prevented when 
diagnosed and  treated early. The diagnosis of the disease is carried out through neonatal 
screening, which has  high sensitivity and few false negatives. The incidence of HC is 1: 3000 
to 1: 4000 live births  and may vary according to ethnic factors and consanguinity. Mutations 
in several genes have  already been associated with HC, including the gene of thyroperoxidase 
(TPO). TPO is an  enzyme located in the apical membrane of the thyroid that plays a central 
role in the synthesis  of thyroid hormones. Mutations that affect its structure, enzyme activity 
or location are the most  common genetic defects in the synthesis of thyroid hormones. In 
previous research by our  group, several mutations in the TPO gene were identified in patients 
with CH due to a synthesis  defect, thus this project aimed to evaluate the effect of two 
mutations, p.Cys296Alafs*21 (c.DelT886) and p.Arg665Trp (c.2083C>T) identified in 
patients with fetal goiter, on the  enzymatic activity of the TPO in vitro and to verify if it can 
be associated with the phenotype  of patients. The TPO plasmid with the p.Arg665Trp 
mutation was obtained by site-directed  mutagenesis using the pCDNA 3.1 vector with the 
TPO cDNA and the plasmid with the  p.Cys296Alafs*21 mutation was previously obtained in 
the laboratory. After standardization of  the technic, HEK293A cells were transiently 
transfected using the Lipofectamine 3000 reagent.  To evaluate an enzymatic activity, the 
Amplex UltraRed reagent was used. The activity of the  mutated TPO was compared to wild 
type TPO. The cells expressing wild type TPO, high  fluorescence values where observed 
compared with the low fluorescence values observed in  those expressing the mutants TPO, 
similar values of the cells transfected with pCDNA3.1,  negative control. These results 
suggested that both mutations decrease the activity of TPO,  which would explain the severe 
HC of the patients suggesting a correlation between the  genotype and phenotype.  
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1. Introdução  
1.1 Hipotireoidismo Congênito  
O hipotireoidismo congênito (HC) é definido como a deficiência dos hormônios 
tireoidianos ao nascimento e é a causa mais comum de retardo mental que pode ser evitada 
com  tratamento precoce (RASTOGI e LAFRANCHI, 2010). A maioria dos casos de HC  
esporádicos se deve a distúrbios do desenvolvimento da glândula tireoide, conhecidos como  
disgenesias, que incluem a ausência completa de tecido tireoidiano (agenesia), tireoide de  
pequeno porte (hipoplasia) e tiroide localizada fora do local habitual (ectopia). Em menor  
frequência o HC ocorre por defeitos na síntese do hormônio tireoidiano, chamados de  
disormonogêneses tireoidianas. (AVBELJ et al., 2007).   
Quando a triagem neonatal para HC foi introduzida a incidência do HC era de 1:3.000 
– 4.000 nascidos vivos (HINTON et al., 2010). Ao longo dos anos, um aumento nesta 
incidência  vem sendo observada com taxas entre 1: 1.600 e 1: 2.800 nascidos vivos. Entre os 
fatores que  influenciam a incidência do HC na população, assim como a incidência dos 
diferentes fenótipos  do HC, podemos citar: 1) alterações de parâmetros avaliados pelos 
programas de triagem  neonatal, um exemplo é a redução dos níveis de corte, que podem 
resultar em uma maior  identificação de formas mais brandas de HC. (MITCHELL et al., 
2011; OLIVIERI et al., 2015) 2) composição étnica, pois diferentes grupos étnicos têm 
mostrado que possuem diferentes pré  
disposições para HC. (OLIVIERI, 2015). O fator étnico é tão relevante que as mutações e  
frequências de disgenesias e disormonogêneses variam em diferentes regiões, por exemplo, a  
maioria dos casos de hipotireoidismo congênito na China são causados por disormogêneses e  
não disgenesias. (SUN et al., 2018); 3) relações consanguíneas entre os pais é outro fator  
importante. Em um estudo italiano, foi observado que bebês com HC nascidos de pais  
consanguíneos apresentaram frequência significativamente maior de tireoide normal ou  
hiperplásica do que de disgenesia tireoidiana (65% vs 35%, P <0,05), sugerindo uma alta  
ocorrência de disormonogênese determinada geneticamente (OLIVIERI et al., 2015) ; 4)  
sobrevivência de bebês prematuros, as melhorias na saúde de neonatos vêm aumentando a 
taxa  de sobrevivência na prematuridade, o que também tem um papel significativo, já que é 
comum que esse grupo apresente HC (FISHER et al., 1979; LAIN et al., 2017).  
Em geral, os recém nascidos com HC são assintomáticos ou apresentam sintomas 
muito  sutis ao nascimento. Se não for tratado, o hipotireoidismo leva ao aumento de TSH, 
estimulação  
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tireoidiana e surgimento de bócio quando há tecido tireoidiano, na tentativa de compensar a  
capacidade diminuída da glândula tireoide de produzir o hormônio tireoidiano (Figura 1). A  
falta de hormônio provoca danos mentais irreversíveis, pois estes têm um papel fundamental  
para a maturação do sistema nervoso central. Os sintomas clássicos de HC não tratado incluem  
inflamação prolongada, letargia, má alimentação, constipação, secreção auricular. (HANLEY  
et al., 2016; RIS-STALPERS e BIKKER, 2010). Outras características clínicas comuns são  
hérnia umbilical, macroglossia e pele úmida (HANLEY et al., 2016). Além disso, estudos  
sugerem que pacientes adultos com hipotireoidismo congênito têm maior risco de  
desenvolverem obesidade e de terem a função diastólica comprometida. (SALERNO et al.,  
2008; WONG et al., 2004).  
 
Figura 1 Recém-nascido apresentando massa cervical devido bócio congênito (PEREIRA,  
2011)  
O diagnóstico e tratamento precoce (antes de 1 mês de vida) permitem um  
desenvolvimento físico e mental normal, sendo essa a observação que levou a comunidade  
médica a propor os programas de rastreamento (GRÜTERS e KRUDE, 2012). Assim, o teste  
de triagem neonatal, comumente chamado de “teste do pezinho”, é um programa que tem 
como  objetivo identificar crianças que possuem HC. O diagnóstico deve ser feito no período 




dia de idade o que permite o pronto início da reposição do hormônio 
tireoidiano,  no primeiro mês de vida (KAPLOWITZ, 2019). Se a realização do teste acontecer 
antes de 2  dias de vida, podem ser obtidos resultados falsos-positivos, pois há uma liberação 
de TSH logo  
14  
após o nascimento, ou falsos-negativos pela presença de hormônios maternos (HANLEY et 
al.,  2016; KLEIN et al., 1972).  
Caso o teste dê positivo, a criança deve iniciar o tratamento imediatamente, através da  
ingestão de uma única dose oral do hormônio tireoidiano, levotiroxina (T4), pela manhã. A  
reabsorção da levotiroxina oral é excelente, e as diferenças na cinética individual que possam  
existir são superadas pelo ajuste da dose de acordo com o nível de TSH (GRÜTERS e 
KRUDE,  2012). Após o início da terapia, a recomendação usual é o monitoramento dos níveis 
de TSH e  T4 em intervalos semanais por 1 mês, em intervalos mensais por 3 meses, seguido 
por um  acompanhamento contínuo a cada 3 meses durante os primeiros 2 anos de vida e 
posteriormente  a cada 6 meses (GRÜTERS e KRUDE, 2012). Aos 3 anos de idade o 
tratamento é suspenso quando não há mais risco de dano neuronal. Nessa idade são feitos 
exames confirmatórios e o  diagnóstico etiológico (DELANGUE e CZERNICHOW, 1990). A 
ultrassonografia da tireoide  também pode ser utilizada à fim de determinar casos de 
disgenesia tireoideana por hipoplasia  ou aplasia, porém é menos precisa para identificar 
tecidos tireoidianos ectópicos. (HANLEY et  al., 2016).  
O hipotireoidismo congênito é, em geral, caracterizado como esporádico, mas até 2%  
dos casos é classificado como de origem familiar (CASTANET, 2002). As disormonogêneses 
apresentam um padrão de herança autossômico recessivo, e maioria dos casos ocorrem por 
mutações nos genes: TPO, TG, SLC26A4, DUOX2, DUOXA2, IYD e NIS. (GRÜTERS e   
KRUDE, 2012; NARUMI et al., 2011). Por sua vez, o padrão de herança das disgenesias ainda  
não está bem definido, alguns autores as consideram como autosômicas dominantes. Mutações 
associadas às disgenesias foram identificadas nos genes: FOXE1, NKX2‑ 1 e NKX2‑ 5, 
PAX8 e  TSHR, estes dois últimos também em casos familiares (BRUST, 2014). Em 2018 um 
estudo na  China relatou um padrão de herança autossômico recessivo para um caso de 
disgenesia  tireoidiana associado a DUOX2 (SUN et al., 2018). E um grupo brasileiro também 
associou  mutações em DUOX2, que até aquele momento só tinham sido descritas em 
disormonogêneses,  
à ectopia (KIZYS, 2017).  
1.2 Tireoperoxidase (TPO) _______________________________________________  
As mutações mais frequentes associadas às disormonogêneses foram localizadas no  
gene da tireoperoxidase (TPO). Estas mutações podem promover a substituição, deleção ou  
adição de aminoácidos provocando perda de atividade por alterações estruturais na proteína,  
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perda de atividade enzimática e/ou de localização no tireócito (DELADOËY et al., 2008). A  
atividade enzimática de TPO foi descrita décadas atrás e já naquela época pôde ser associada  
ao tipo mais frequente de defeito de síntese tireoidiana. (DEGROOT e NIEPOMNISZCZE,  
1977). A atividade enzimática da TPO é altamente dependente de níveis adequados do 
elemento  iodo. Dessa maneira, é provável que a disponibilidade de iodo seja um determinante 
para  defeitos de organificação também (RIS-STALPERS e BIKKER, 2010).  
A TPO é uma enzima glicosilada localizada na membrana apical da tireoide que é  
responsável por três importantes reações de síntese dos hormônios tireoidianos: 1) oxidação de  
íons iodeto para formação de átomos de iodo 2) iodação das tirosinas da tireoglobulina (Tg),  
processo chamado de organificação e 3) o acoplamento das tirosinas iodinizadas para a  
formação dos hormônios T3 e T4, na presença de peróxido de hidrogênio (H2O2) (TAUROG, 
1996; LARSEN 2003) (Figura 2).  
Figura 2. Tireócito e lúmen folicular. A TPO pode ser visualizada na membrana apical do  tireócito 
consumindo H2O2 gerado por DUOX e formando os hormônios T3 e T4 no lúmen folicular.  (PARDO, 
2008) 
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A TPO é encontrada como um dímero e cada monômero consiste em 933 resíduos  
de aminoácidos contendo um domínio de peroxidase, três domínios extracelulares  
adicionais, uma hélice transmembrana e uma cauda intracelular C-terminal curta (Figura  
3). A TPO está na família de peroxidases de mamíferos contendo heme, que inclui a  
lactoperoxidase (LPO), mieloperoxidase (MPO) e peroxidase de eosinófilos (EPO) ( RUF  
e CARAYON, 2006) e sua estrutura terciária completa permanece desconhecida, no  
entanto, a alta identidade de sequência com proteínas de estruturas conhecidas forneceu  
alguns insights sobre a organização tridimensional da TPO por modelagem por 
homologia  (GODLEWSKA et al., 2019). O gene da TPO tem sua transcrição controlada 
pelos fatores  de transcrição NKX2.1, FOXE1 e PAX8. (ESPOSITO et al., 1998)  
 
Figura 3 esquema da proteína TPO localizada na membrana  
apical do tireócito, mostrando os sítios de glicosilação (G) e sítios de  
ligação heme (H). (Adaptado de TAUROG, 1996) 
O gene da TPO está localizado no lócus 25 no cromossomo 2, possui 17 éxons e 16  
íntrons (KIMURA et al., 1989). Já foram identificadas mais de 60 mutações em 
homozigoses  ou heterozigoses compostas em TPO, com padrão de herança autossômico 
recessivo  
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(NASCIMENTO et al., 2003) e alguns casos com mutações com possível expressão 
monoalélicas (NEVES, 2008). O funcionamento ideal da TPO exige sua localização correta  
na membrana apical do tireócito, manutenção da sua estrutura proteica e o sítio catalítico  
íntegro (RUF e CARAYON, 2006).  
Os éxons 7-11 codificam o centro catalítico da proteína TPO (região de ligação ao  
heme) que é a região “funcional” do gene da TPO, crucial para a atividade enzimática 
(BIKKER  et al., 1995). Achados anteriores também indicam que as regiões mais suscetíveis a 
mutações  são os éxons 7-14, mais especificamente nos 8, 9 e 10 (HASHEMIPOUR et al., 
2012). Assim,  espera-se que mutações nessas regiões sejam de grande importância, resultando 
em defeitos  graves de organificação e hipotireoidismo severo. (SIMM et al., 2009).  
Estudos já demonstraram que pacientes com mutação em TPO comumente apresentam  
defeitos graves na produção do hormônio tireoidiano, HC permanente grave acompanhado de  
bócio, níveis séricos de Tg extremamente altos e defeito na organificação do iodeto, podendo  
esse defeito de organificação ser total ou parcial, determinado pela descarga de iodeto positiva  
no teste de perclorato (GURIA et al., 2014; NARUMI et al., 2011; NASCIMENTO et al., 
2003).  Em pacientes com suspeita de deficiência de TPO completa ou parcial, a atividade 
enzimática  de TPO pode ser avaliada in vivo através do teste de descarga de perclorato (ClO4-
) (Figura 4). Devido aos níveis elevados de TSH, os pacientes apresentam uma captação inicial 
muito rápida  de radioiodo que atinge um máximo em 30 minutos. A administração 
subsequente de ClO4- inibe competitivamente a captação de iodeto da tireoide pelo 
simportador de sódio/iodeto (NIS).  Em caso de iodação e organificação não afetados, menos 
de 10% do radioiodo captado pela  
tireoide é eliminado. No caso de defeito de organificação de iodeto, o radiodio é eliminado, 
total ou parcialmente (RIS-STALPERS e BIKKER, 2010). Os pacientes que perdem mais de  
80% do iodeto captado (descarga de iodeto >80%) são considerados portadores de defeito total  
de incorporação de iodo, e aqueles com perda de iodeto entre 25 e 80% (descarga entre 25 e  




Figura 4 Gráfico mostrando o teste de perclorato em pacientes com descarga total e 
parcial.  
Em estudos anteriores de nosso grupo, mutações no gene da TPO foram identificadas  
em pacientes com hipotireoidismo congênito, entre elas as mutações Arg665Trp e  
Cys296Alafs*21 (NEVES, 2008; SILVA, 2013). As mutações foram identificadas em dois  
irmãos com HC que apresentavam bócio fetal, diagnosticados na 28° e 26° semana de gestação  
no exame ultrassonográfico. Dados advindos de sequenciamento dos pais confirmaram que o  
pai era portador das mutações p.Cys296Alafs*21e p.Gln660Glu (no mesmo alelo) e a mãe da  
p.Arg665Trp (UMEKI, 2002) ambos portadores não afetados (SILVA, 2013). Neste caso, a  
mutação Gln660Gly não é expressa nos pacientes, pois seu quadro de leitura é afetado pela  
deleção p.Cys296Alafs*21DelT886 que se encontra no mesmo alelo e introduz um novo 
codon  de parada. O fenótipo dos pacientes foi considerado grave, pois o bócio fetal indica a 
deficiência  de hormônios tireoidianos já no período pré-natal (RIBAULT e et al., 2009).  
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3. Mutações  
3.1p.Cys296Alafs*21DelT886_____________________________________________  
Esta nova mutação ocorre no éxon 8 por uma deleção de T na posição 886 (c.DelT886)  
que altera o quadro de leitura da proteína a partir do resíduo 296, e introduz um novo códon de  
parada no resíduo 316 da proteína (Figura 5).  
3.2 p.Arg665Trp________________________________________________________  
Esta mutação ocorre no éxon 11 pela troca 2083 C>T, substituindo arginina por  
triptofano na posição 665 da proteína. Estudos in vitro prévios revelaram que esta mutação não  
permite a localização correta da TPO na membrana apical do tireócito o que inibe sua função e  
a síntese hormonal (UMEKI et al., 2002).  
Figura 5 Representação dos alelos com as mutações Cys296Alafs*21 , Gln 660Glu e  Artg665Trp. 
Comparação do tamanho de uma proteína de TPO selvagem em relação a uma  proteína de TPO 
mutada DelT886Cys296Alafs*21, de tamanho menor (SILVA, 2013). 
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4. Objetivos  
Objetivo geral  
O presente trabalho teve como objetivo realizar estudo funcional in vitro da atividade  
enzimática da TPO portadora de duas mutações diferentes, Arg665Trp e Cys296Alafs*21 e  
verificar se havia correlação genótipo/fenótipo.  
Objetivos específicos  
1) Introduzir a mutação Arg665Trp no plasmídeo pCDNA-TPO por mutagênese sítio  
dirigida e confirmar a sua presença por sequenciamento.  
2) Padronizar a técnica de quantificação da atividade da TPO utilizando o reagente 
Amplex  UltraRed.  
3) Expressar as TPOs selvagem e mutadas em linhagens de células de mamíferos.  4) 
Avaliar da atividade da TPO selvagem e mutadas utilizando o reagente Amplex UltraRed 
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5. Pacientes e Métodos  
5.1 Pacientes__________________________________________________________  
As características clínicas e mutações dos pacientes (PV e DV) portadores das 
mutações  deste estudo estão na Tabela 1. Ambos os pacientes tiveram diagnóstico de bócio 
fetal.  
Tabela 1.: Características laboratoriais e moleculares dos pacientes deste estudo   
Paciente  
Valor de Ref. 






























Testes realizados: (*) por cordocentese, (
&
) 48hs após o nascimento, (#) após início do  
tratamento com levotiroxina, (-): não realizados.  
5.2 Mutagênese sítio dirigida______________________________________________  
Neste projeto a mutação p.Arg665Trp foi introduzida no plasmídeo pCDNA 3.1, que  
contém o cDNA da TPO selvagem clonagem, por mutagênese sítio dirigida utilizando o kit  
Quick Change Lightning e XL II (Agilent Technologies) e os primers desenhados no site  
fabricante (Tabela 2). Para reações de 50uL foram usados 50ng do plasmídeo e 125ng de cada  
primer. As reações foram então incubadas a 95°C por 1 minuto, passaram por 18 ciclos de  
denaturação por 20 segundos à 95°C, 10 segundos de anelamento à 60°C e extensão à 68°C 
por  4 minutos e 15 segundos, e depois mais 1 ciclo de 68°C por 5 minutos. Após o 
procedimento,  as reações foram colocadas em gelo por 2 minutos e então incubadas à 37°C 
por 30 segundos  com a enzima Dpnl, para posterior transformação. O plasmídeo contendo a 
mutação  p.Cys296Alafs*21 foi construído previamente utilizando a mesma técnica (SILVA, 
2013).  
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Tabela 2. Primers utilizados para mutagênese sítio dirigida no cDNA (DNA  
codificante) TPO.  
Mutação  Primer  Sequência 
p.Arg665Trp  Foward  5’ AGATGAAGGCTCTGTGGGACGGTGA 3’ 
p.Arg665Trp  Reverse  5’ CCAGTCACCGTCCCACAGACCCTTCA 3’ 
 
 
5.3 Transformação bacteriana_____________________________________________  
As bactérias XL-10 Gold competentes (Agilent Technologies) foram transformadas 
com  a técnica de choque térmico. Para montar as reações foram usados 45uL de bactérias e 2 
uL de  ß-mercapthoethanol. Elas foram incubadas em gelo por 2 minutos e então foram 
adicionadas 2uL do reagente para mutagênese. As bactérias sofreram choque térmico a 42°C 
por 30  segundos seguido por 2 minutos em gelo. Foi adicionado 500uL de meio SOC (2% 
triptona,  2,5% extrato de levedura, 10mM NaCl, 2,5mM KCl, 10mM MgCl2 e 20mM glicose) 
aquecido  à 37°C. As reações foram agitadas 180 rpm à 37°C por 1 hora e plaqueadas em 
placas de Petri  de 10 cm com meio LB (1% triptona, 1% NaCl, 0,5% extrato de levedura, 2% 
ágar e 100ug/mL  
ampicilina) e mantidas à 37°C overnight.   
5.4 Extração DNA plasmidial______________________________________________  
A extração do DNA plasmidial foi realizada utilizando o Kit Wizard Midiprep 
(Promega), segundo protocolo do fabricante. Ao longo do projeto foram utilizados os 
seguintes  plasmídeos: pCDNA-WT contendo o gene da TPO selvagem, pcDNA vetor vazio 
usado como  controle negativo, pCDNA-p.Cys296Alafs*21 e pCDNA-p.Arg665Trp contendo 
os genes da  TPO mutados.  
5.5 Quantificação do DNA plasmidial_______________________________________  
O DNA plasmidial foi quantificado em espectofotômetro NanoDrop 2000, e a 
concentração e pureza do material calculada por espectrofotometria através da leitura de  
densidade ótica a 260nm e 280nm. 
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5.6 Polymerase chain reaction (PCR)_______________________________________  
Para confirmar que as mutações inseridas estavam presentes nos plasmídeos e nas  
células transfectadas, antes e durante a padronização do protocolo para avaliação de atividade  
enzimática, foram realizadas PCRs utilizando o estojo comercial MasterMix Promega nas  
seguintes concentrações: 1X MasterMix 2X, 50 ng de DNA, 0,5uL primer foward 10uM, 
0,5uL  primer reverse 10 uM (Tabela 3) em 8uL de volume final de reação. As amostras foram  
denaturadas à 96 °C por 4 minutos, seguidas por 40 ciclos de amplificação: 96ºC 30 segundos,  
56ºC por 30 segundos e 72ºC por 2 minutos e então mais 1 ciclo de 10 minutos à 72°C no  
equipamento Applied Biosystems Veriti 96 Well Thermal Cycler. Os produtos de PCR foram  
visualizados em gel de agarose 1,5% com 0,1% de SyBr Safe (Invitrogen) em foto  
documentador.  
Tabela 3. Primers desenhados para PCR e sequenciamento do cDNA (DNA  
codificante) da TPO.  
Primer  Exons 
de  TPO 
Sequência  Fragmentos  
cTPO2-F  
cTPO2-R 
5-8  5’ AATACAGGCCCATCACAGGAG 





7-8  5’ GGC TGA CTG CCA GAT GAC TT 





10-12  5’ AATTCCAGCACCTTGGAT 3’  




5.7 Sequenciamento_____________________________________________________  
As amostras foram amplificadas por PCR e então sequenciadas pelo método de Sanger  
com os mesmos primers usados para as reações de PCR, no equipamento ABI 377 (Applied  
Biosystems) e utilização do estojo comercial DNA Sequencing Big Dye Terminator v 3.1 Cycle  
Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems). As reações continham 1uL DNA 
Sequencing  Big Dye, 0,5uL primer foward 10uM, 4 uL da reação de PCR, 1,5 uL sequencing 
buffer 5X,  
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3uL de H2O. Todas as sequências foram comparadas à sequência do gene de TPO referência  
presente na base de dados (número de acesso TPO: GenBank NT_ 000547).  
5.8 Linhagem Celular____________________________________________________  
Foram utilizadas as linhagens de células HeLa, derivada de câncer cervical e 
HEK293A, derivada de rins embrionários humanos, como hospedeira dos plasmídeos para os 
testes de  atividade enzimática. Ambas foram cultivadas em meio Dulbecco's Modified Eagle's 
Medium  high glucose (DMEM) com Penicilina-Estreptomicina (0.01ug/mL), fungizona 
(250ug/mL) e  10% de soro fetal bovino e mantidas a 37°C com 5% CO2 até atingirem a 
confluência necessária  para realização dos experimentos.  
5.9 Avaliação da sensibilidade da célula HeLa ao antibiótico geneticina____________  
Para confirmar a concentração que inibe o crescimento e selecionar clones 
transfectados  estáveis, a célula HeLa foi cultivada com concentrações de geneticina de: 
2000ug/mL,  1500ug/mL, 1000 ug/mL, 700 ug/mL,500 ug/mL e 300 ug/mL durante 14 dias. 
Ao final do  experimento foi escolhida concentração de 600ug/mL para selecionar os clones 
estáveis.  
5.10 Transfecção_______________________________________________________  
Para a transfecção foram preparados dois tubos eppendorfs de 1,5mL com 100uL de  
Opti-MEM em temperatura ambiente para cada amostra a ser transfectada. Em um foi diluído  
6uL de lipofectamina e no outro 2ug de DNA. Após 5 minutos de incubação à temperatura  
ambiente, as duas soluções foram misturadas, homogeneizadas gentilmente e incubadas à  
temperatura ambiente novamente por 20 minutos. Para as transfecções utilizando  
Lipofectamina 3000 foram adicionados 5uL do reagente P3000. Enquanto isso as células 
foram  lavadas 2 vezes com meio DMEM (sem fungizona e sem penicilina-estreptomicina). 
Após o  período de incubação, foram adicionados à solução de Opti-MEM, DNA e 
Lipofectamina  800uL de DMEM (sem fungizona e sem penicilina-estreptomicina), 
homogeneizados e  adicionados às células. Depois foi realizada uma incubação de 5 horas à 
37°C e então  adicionado 1mL de meio DMEM incompleto. 
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Na manhã seguinte, a solução de transfecção foi trocada por DMEM completo (10% de  
soro fetal bovino, 0,01ug/mL penicilina-estreptomicina e 250ug/Ml fungizona). 
(Lipofectamine® 3000 DNA Transfection Reagent Protocol, 2013) (Lipofectamine™ 3000  
Reagent Protocol, Invitrogen).  
5.11 Extração de DNA de Células de Mamíferos_______________________________  
A extração de DNA de células de mamífero seguiu o seguinte protocolo. Assim que a  
placa de 10mL atingiu 100% de confluência, as células foram tripzinadas, centrifugadas por 5  
minutos a 1.500 rpm e ressuspendidas em 800uL de meio DMEM completo. O volume total 
foi  passado para um eppendorf de 1,5mL e centrifugado por 1 minuto a 10.000 rpm, o 
sobrenadante  foi então descartado e foram adicionados ao pellet 0,6mL de TEN-Buffer, 12uL 
de SDS 10%  (concentração final 0,2%) e 10uL de proteinase K 100ug/mL. A mistura foi 
incubada overnight  à 37°C para uma digestão completa e eficiente. No dia seguinte, foram 
adicionados 240uL de  NaCl saturado e o tubo foi agitado vigorosamente por 15 segundos, 
sem utilização de vórtex.  Após a agitação, a amostra foi centrifugada por 15 minutos à 
5.000g, cada tubo com sobrenadante contendo o DNA desproteinizado foi transferido para 
dois tubos eppendorfs de  1,5mL usando pipetas de boca larga. Foi adicionado 1 volume de 
ETOH absoluto, centrifugado  10 minutos à 4.000g em 4°C. O sobrenadante foi retirado, e 
foram adicionados 500uL de ETOH  70% para retirar o excesso de sal e então centrifugado por 
1 minuto à 4.000g em 4°C. O  sobrenadante formado foi retirado, a amostra incubada à 
temperatura ambiente por 5 minutos e  então foram adicionados novamente 500uL ETOH 70% 
e realizada uma última centrifugação de 1 minuto à 4.000g em 4°C. Depois do novo 
sobrenadante ser retirado, a amostra foi seca no  equipamento SpeedVac por 10 minutos, 
ressuspendida em 30uL de H2O MilliQ, mantida por  30 minutos à 37°C para dissolução 
completa do DNA e quantificada no aparelho NanoDrop  2000.  
3.12 Padronização do Protocolo de Amplex UltraRed___________________________  
A atividade de tireoperoxidase foi avaliada utilizando o reagente Amplex®UltraRed  
Enzyme Assays (Invitrogen), um substrato incolor que reage com o peróxido de hidrogênio  
(H2O2), o agente oxidante necessário para catalisar a reação da TPO, gerando a resorufina que  
é fortemente fluorescente (Figura 6) e pode ser lida em espectrofotômetro, com excitação  
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mínima em 545nm e emissão máxima em 590nm. Inicialmente foi necessário padronizar o 
teste  com o reagente Amplex UltraRed. Os protocolos testados foram adaptados de estudos  
publicados previamente (FORTUNATO et al., 2010) (GODLEWSKA et al., 2014) (NARUMI,  
2017).  
PeroxidaseFigura 6 Conversão de AmplexRed em resorufina pela ação da peroxidase na 
presença  de H2O2 (Adaptado de Amplex UltraRed Enzyme Assays (Invitrogen))  
Experimento 1 e 2_______________________________________________________  
Para o primeiro experimento de padronização foram plaqueadas 4x10
5
de células HeLa  
pCDNA-WT e pCDNA e crescidas por 48 horas em placas de seis poços com meio  
suplementado com 20uM hemina. No dia do teste, as células foram lavadas 2 vezes com 1mL  
de PBS 1x. Depois, 0,5mL de Mix de Reação (10mM KI, 30.000U/mL, superóxido dismutase  
(SOD), 10mM Amplex UltraRed em PBS 1x) foi adicionado. A reação foi iniciada 
adicionando  25uL H2O2 1mM. Alíquotas de 20uL do sobrenadante foram retirados em 
intervalos de 1  minuto durante 8 minutos e imediatamente colocadas em placa de 96 poços 
contendo 80uL de  Stop Mix (200.000U/mL catalase, 30.000U/mL SOD em PBS 1x) que 
cessa a atividade  enzimática. Depois, a fluorescência foi medida em Spectramx M3 Molecular 
Device usando  excitação a 530nm e emissão a 590nm.  
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Para o segundo experimento mantivemos as condições descritas, alterando apenas os  
intervalos para 1 minuto durante 5 minutos. Além disso, a leitura foi realizada novamente após  
30 minutos. O valor de atividade foi considerado como o valor da fluorescência subtraído o  
negativo da reação e considerado 100% o valor da linhagem contendo o pCDNA.   
Para todos os experimentos, foi utilizado como controle negativo uma solução de 20uL  
de Mix de Reação e 80uL de Stop Mix. Para as análises, o valor de fluorescência basal gerado  
por esse controle negativo foi descontado.  
Experimento 3 e 4_______________________________________________________  
Para os experimentos 3 e 4 foi seguido um protocolo de células em suspensão e não  
mais aderidas às placas, baseado em (NARUMI et al., 2017), utilizando as mesmas células  
transfectadas de forma estável (HeLa pCDNA-WT e pcDNA). Também foram testados tempos  
diferentes.   
Primeiro, 4x10
5
células foram plaqueadas em placas de seis poços contendo meio  
DMEM completo e 20uM hemina. Foram crescidas por 48h. No dia do experimento, as células  
foram desaderidas da placa com tripsina, centrifugadas e ressuspendidas em 5mL de meio  
DMEM completo e então contadas em câmara de Neubauer. O volume equivalente a 4x10
4
  
células foi distribuído em eppendorfs de 1,5mL. Os tubos foram centrifugados por 5 minutos à  
1.500 rpm e as células ressuspendidas em 130uL de Mix de Reação, preparado da mesma  
maneira que os experimentos 1 e 2. Alíquotas de 20uL foram retiradas nos tempos de 3, 5, 7 e  
9 minutos e imediatamente colocadas em placa de 96 poços contendo 80uL de Stop Mix,  
também preparado da mesma maneira que nos experimentos 1 e 2.  
Com a finalidade de testar a metodologia, avaliamos diferentes concentrações de 






. A medição de 
fluorescência  foi feita após 3, 5, 7, 9 e 30 minutos de incubação a 37°C com agitação.  
Experimento 5__________________________________________________________  
Foram plaqueadas 1x10
6
células, dessa vez HEK293A, em placas de seis poços. Após  
24h, foram transfectada, com Lipofectamina 3000, com o pCDNA-WT em duas concentrações  
diferentes, 1ug e 2ug, e com 2 ug de pCDNA. Após 24h, a solução de transfecção foi trocada  
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por meio DMEM completo e hemina 20mM. No dia seguinte realizamos teste para avaliação  
de atividade enzimática.  
Para o Mix de Reação foi diluído um novo reagente Amplex UltraRed 10mM em 
DMSO  e a SOD retirada. Para o Stop Mix foi preparada uma nova catalase (200.000U/mL), 
dessa vez  mantida à 4°C.   
As células foram lavadas 2 vezes com 1ml de PBS 1x. Depois, 0,5mL de Mix de 
Reação  foi adicionado (10mM KI e 10mM Amplex UltraRed em PBS 1x). A reação foi 
iniciada  adicionando 5,6uL de H2O2 0,088M. Alíquotas de 20uL foram retiradas das placas 
contendo  células e Mix de Reação nos tempos de 0, 3, 5, 8, 15 e 3º minutos, imediatamente 
colocadas em  poços de uma placa de 96 contendo 80uLde Stop Mix (200.000U/mL catalase, 
30.000U/mL  SOD em PBS 1x).   
6. Resultados  
6.1 Experimentos 1 e 2___________________________________________________  
Nos dois primeiros experimentos para padronizar a avaliação de atividade enzimática  
foram utilizadas as células HeLa-pCDNA-WT e HeLa-pcDNA estabilizadas, mantidas em  
cultivo com geneticina (600ug/mL). Nestes experimentos não foi possível chegar a um  
resultado conclusivo, pois a atividade de HeLa pCDNA-WT e pcDNA se mostraram instáveis.  
No primeiro experimento os resultados foram satisfatórios, foi observada alta fluorescência na  
linhagem HeLa-pCDNA-WT, aumento de quase 100% comparado com a linhagem HeLa  
pcDNA. No entanto o experimento seguinte, utilizando a mesma técnica os resultados não se  
repetiram e diferiram do demonstrado em estudos anteriores que foram utilizados como base  

























1 2 3 4 5 6 7 8 Tempo (minutos)  
pCDNA pCDNA-WT 
Figura 7 Resultado do Experimento 1 - Avaliação da atividade de TPO por Amplex  
UltraRed nos tempos de 1 à 8 minutos com intervalos de 1 minuto utilizando os mutantes 
























1 2 3 4 5 6 Tempo (minutos)  
pCDNA pCDNA-WT
Figura 8. Resultado do Experimento 2 - Avaliação da atividade da TPO por Amplex  
UltraRed nos tempos de 1 à 6 minutos com intervalos de 1 minuto utilizando linhagem HeLa  
mutante com plasmídeos pCDNA-WT e pcDNA.  
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6.2 Experimento 3_______________________________________________________  
O experimento 3 foi realizado que tem como premissa a medição da atividade  
enzimática de TPO utilizando células em suspensão. Foram utilizadas as células HeLa 
pCDNA WT e HeLa-pcDNA em tempos de 3, 5, 7, 9 e 30 minutos. Os resultados obtidos 
mostram  valores incoerentes, com baixa diferença enzimática inicial da HeLa pCDNA-
pCDNA-WT e HeLa pCDNA-pcDNA e alta atividade do HeLa pCDNA-a partir de 20 























1 2 3 4 5 Tempo (minutos)  
pCDNA pCDNA-WT
Figura 9 Resultado do Experimento 3 - Avaliação da atividade da TPO por Amplex  
UltraRed nos tempos de 1 à 5 minutos linhagem HeLa pCDNA-WT e pcDNA.  
6.3 Experimento 4_______________________________________________________  
O experimento 3 foi repetido, porém dessa vez sem adição de Stop Mix nos poços para  
que o desenvolvimento da reação sem intervenções pudesse ser acompanhado e foram 
utilizadas  diferentes concentrações de células HeLa pcDNA e pCDNA-WT e o tempo de 

























WT 2 WT 4 WT 6 pcDNA 2 pcDNA 4 pcDNA 6  
Células e Concentrações  
Com Stop Mix Sem Stop Mix
Figura 10 Resultado do Experimento 4 - Avaliação da atividade da TPO por Amplex  
UltraRed após 30 minutos utilizando linhagem HeLa mutante com plasmídeos pCDNA-WT e  
pcDNA. (2) 2x104, (4)4x104 e (6) 6x104 células utilizadas para a realização do experimento.  
Com o 3° e 4° experimentos foi verificado que os 30 minutos de incubação não  
provocam uma diferença proporcional.  
Além disso, no 4° experimento nota-se que houve uma maior atividade da HeLa  
pCDNA-WT em comparação com a HeLa pCDNA, o que indica o início da padronização do  
protocolo, porém, quando o mesmo teste foi preparado para os mutantes, o resultado foi  
incoerente (Figura 11) e não condizia com o esperado. 
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Figura 11 Gráfico com experimento mostrando fluorescência de células HeLa 
pCDNA,  pCDNA-WT, pCDNAp.Arg665Trp e pCDNACys286Alafs* e leitura realizada após 
30 minutos,  que são incoerentes com o resultado esperado.  
6.4 Verificação da presença de TPO nas linhagens_____________________________  
À fim de entender o que poderia estar acontecendo, e suspeitando de perda dos  
plasmídeos das linhagens estáveis ou trocas, foram feitas amplificações por PCRs a partir do  
DNA extraído das linhagem HeLa-pCDNA-WT, HeLa-pcDNA, HeLa-pCDNA-p.Arg665Trp  
e HeLa-pCDNA-p.Cys296Alafs*21. Não foi observada amplificação do cDNA da TPO o que  
sugeriu que poderiam ter sido eliminados mesmo com o cultivo com antibiótico. Para 
confirmar  
este resultado, outro pesquisador do grupo realizou Western Blot (Figura 12) com os extratos  
proteicos das mesmas linhagens e somente houve marcação na HeLa-pCDNA-WT,  
confirmando a perda da TPO nos mutantes, adquirindo resistência ao meio com antibiótico.  
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pcDNA pCDNApArg665Trp pCDNACys296Alafs*21 
pCDNAWT  
Figura 12 Western Blot mostrando proteína apenas para pCDNA-WT 1) HeLa 
pcDNA;  2) HeLa pCDNApArg665Trp 3) pCDNAp.Cys296Alafs*21 e 4) pCDNA-WT  
6.5 Experimento 5_______________________________________________________  
Com base nos resultados anteriores, os protocolos foram revistos e os experimentos  
foram recomeçados utilizando a linhagem HEK293A com os plasmídeos transfectados  
transitoriamente.  
No 5° experimento foi possível confirmar que o protocolo havia sido padronizado  
corretamente, pois HEK293A pCDNA-WT mostrou atividade superior à HEK293A pcDNA. É 
possível visualizar que a atividade da pCDNA-WT é até 2 vezes maior que atividade de 
pcDNA (Figura 13), e os melhores resultados foram obtidos com 15 e 30 minutos de 
incubação. A   
presença da TPO nas células transfectadas foi confirmada por imunofluorescência realizada 

























0 3 5 8 15 30  
Tempo (minutos)  
pCDNA-WT (1ug) pCDNA-WT (2ug) pcDNA
Figura 133 Resultado do Experimento 5 - Avaliação da atividade da TPO por Amplex 
UltraRed nos tempos de 3, 5, 8, 15 e 30 minutos utilizando linhagem HEK293A com mutantes  
pCDNA-WT e pcDNA.  
   
Figura 14 Imunofluorescência confirmando a presença da HEK 293A com TPO-WT 
na  membrana da célula na primeira imagem, e ao lado células que foram transfectadas com 
vetor  vazio pCDNA, portanto, sem expressão de TPO na membrana.  
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6.6 Experimento 6______________________________________________________  
Com a padronização consolidada no 5° experimento, as mutações pCDNA p.Cys296Alafs*21e 
pCDNA-p.Arg665Trp foram analisadas. O protocolo foi seguido da  mesma maneira, com 
exceção que os tempos avaliados foram de 0, 5, 15, 30 e 45 minutos.  
As atividades enzimáticas da TPO nas células transfectadas com os plasmídeos com as  
diferentes mutações, quando comparada com a linhagem que expressava a TPO pcDNA-WT,  






















5 15 30 45 Tempo (minutos)  
pcDNA-WT pcDNA pCDNAp.Arg665Trp 
pCDNAp.Cys296Alafs*21
Figura 155 Resultado do Experimento 6 - Avaliação da atividade da TPO por Amplex  
UltraRed nos tempos de 5, 15, 30 e 45 minutos para linhagem HEK293A com os mutantes  
pCDNA-WT, pcDNA, pCDNA-p.Cys296Alafs*21e pCDNA-p.Arg665Trp.  
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7. Discussão  
Estudos prévios de nosso laboratório identificaram diferentes mutações de TPO em  
pacientes brasileiros com hipotireoidismo congênito por disormonogênese com defeito parcial  
ou total de descarga de iodeto no teste de perclorato (NASCIMENTO, 2003), ou em pacientes  
com bócio fetal o que sugere um grave defeito de síntese hormonal. Assim, no presente estudo  
foi avaliado o efeito de duas mutações na atividade enzimática da TPO, e verificado se haveria  
correlação genótipo-fenótipo pois as mutações foram identificadas em dois irmãos com  
diagnóstico de bócio fetal.  
Foram investigadas as mutações p.Cys296Alafs*21, não descrita na literatura, e a  
p.Arg665Trp, que apesar de já ter sido investigada funcionalmente (UMEKI et al., 2002), foi  
incluída neste estudo para determinar sua atividade com a mesma metodologia da primeira, 
pois  estão em heterozigose composta nos pacientes, e ainda serviu como um controle de baixa  
atividade enzimática para TPO.   
Inicialmente foi necessário padronizar a técnica para avaliar a tividade da TPO  
utilizando o reagente Amplex UltraRed. Isto pois este reagente é indicado para quantificar a  
concentração de H2O2 na presença de excesso de uma peroxidase. Esta padronização teve 
como  base os trabalhos previamente publicados que sugeriam que era um método sensível  
(FORTUNATO et al., 2010) (GODLEWSKA et al., 2014) (NARUMI, 2017), se comparado a  
outros métodos como o de oxidação de guaicol utilizado em trabalhos anteriores (UMEKI et  
al., 2002). Foi testada a técnica com células aderidas e células em suspensão, com tempos  
diferentes e diferentes diluições dos reagentes. Foi possível determinar que o armazenamento  
correto dos reagentes utilizados e o tempo de armazenamento são de extrema relevância. A  
principal suspeita para os primeiros resultados inconclusivos foi a oxidação rápida do reagente  
Amplex UltraRed, uma vez que com uma nova diluição, foram obtidos os resultados esperados.  
Outros parâmetros importantes foram: tempos maiores de incubação da reação (a partir de 15  
minutos) e maior concentração de células utilizadas para a transfecção transiente que 
permitiram obter maiores valores de atividade enzimática no protocolo de células aderidas. 
Não  demos continuidade à padronização com células em suspenção pois já tínhamos um 
protocolo  para continuar os trabalhos. Durante o projeto houve problemas com a perda da 
expressão de  TPO nas células estabilizadas, mesmo utilizando antibiótico para seleção, 
confirmando a  necessidade de avaliar a expressão do gene de interesse ao longo das culturas 
das linhagens  estabilizadas. Devido ao curto tempo para concluir o projeto decidimos 
continuar os trabalhos  com transfecções transientes nas células HEK293A.  
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Os resultados obtidos com o protocolo padronizado indicaram perda da atividade da  
TPO de ambos mutantes, com valores de fluorescência semelhantes aos do vetor vazio 
pCDNA.  Em estudos funcionais anteriores da mutação pCDNA-p.Arg665Trp a TPO mutante 
não foi  localizada na membrana plasmática por imunofluorescência e microscopia 
imunoeletrônica  (UMEKI et al., 2002). Nesse mesmo estudo por ensaios de Western Blot e 
imunocoloração, foi  observada menor expressão das proteínas TPO mutadas em comparação 
à da selvagem. Os  autores sugeriram que essa diferença poderia ser explicada pelo 
dobramento impróprio das  proteínas TPO mutadas, promovendo degradação e prejudicando o 
transporte para a membrana  plasmática (UMEKI et al., 2002). Estudos preliminares por 
imunofluorescência de nosso  laboratório sugerem que a deleção p.Cys296Alafs*21 tampouco 
se localizaria na membrana.  
Desse modo, é possível sugerir que a atividade enzimática da TPO nesses pacientes foi  
afetada pelas mutações pelo: 1) dobramento incorreto das proteínas mutadas e/ou 2) 
localização  incorreta das TPO mutadas na membrana do tireócito. E, embora mais estudos são 
necessários  para completar a caracterização funcional das duas mutações deste projeto, estes 
resultados  preliminares sugerem uma importante perda de atividade enzimática da TPO que 
poderia  prejudicar a produção dos hormônios tireoidianos nos pacientes, não sendo suficiente 
para suprir as necessidades fetais durante o desenvolvimento gestacional, acarretando desse 
modo, no HC severo com bócio fetal.  
É importante mencionar que durante a gravidez, o desenvolvimento fetal depende do  
hormônio tireoidiano materno, especialmente durante o primeiro trimestre, antes que a síntese  
do hormônio tireoidiano fetal comece, aproximadamente, com 11 semanas de gestação. Depois  
disso, os hormônios tireoidianos fetais são necessários para um desenvolvimento saudável.  
Mutações em genes associados às disormonogênese, TG, TPO, NIS e DUOXA2 foram  
identificadas em pacientes com bócio fetal, geralmente transmitidos de forma autossômica  
recessiva, e alguns estudos sugerem haver expressão monoalélica (BORGEL et al., 2005;  
REYNOLD et al., 2006; STOUPA, et al., 2005 e TANASE-NAKAO et al., 2020). Estudos  
sobre mutações inativadoras de atividade enzimática da TPO já demonstraram que as  
características clínicas, como valores de TSH, Tg e T4L, podem variar muito entre diferentes  
pacientes que possuem as mesmas mutações (RIVOLTA et al., 2007; SIFFO et al., 2018) o 
que  demonstra a necessidade de mais investigações e estudos funcionais sobre o tema. 
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8. Conclusão  
Foi possível verificar que as mutações p.Cys296Alafs*21 e p.Arg665Trp diminuem a  
atividade enzimática da TPO in vitro, o que poderia explicar o quadro de HC severo e 
presença  de bócio fetal nos pacientes portadores das mutações. 
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Anexos  
Comité De Ética Em Pesquisa  
No início da pesquisa o projeto foi cadastrado no CEP da UNIFESP, mas não foi  
avaliado pois houve mudanças das regras. Agora é necessário somente uma declaração dos  
pesquisadores em anexo. 
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